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5 Die Erfindung betrifft eine Kulturvorrichtung gemaB dem 
Oberbegriff des Anspruches 1 und ein Verfahren zur 
Kultivierung von Zellen oder Gewebekomponenten . 

Derartige bekannte Kulturvorrichtungen dienen zur Kultivierung 
10 von isolierten Zellen oder Gewebekomponenten. Diese bekannten 
Kulturvorrichtungen sind auf den Einsatz bei 

Submerskultursystemen beschrankt, d.h. auf der Membran eines 
Zellkultur inserts kultivierte Zellen werden durch 
Uberschichtung mit einer Kulturlosung mit den entsprechenden 
15 Nahrstoffen versorgt. 

Fur manche experimentelle Studien, zum Beispiel Studien mit 
dif f erenzierten Flimmer- oder Lungenepithel zellen, ware es 
wunschenswert , wenn man zur Ldsung spezieller Fragestellungen 
20 die Gewebewachstumsbedingungen variieren konnte. Mit 
herkommlichen Kulturvorrichtungen la£t sich zum Beispiel eine 
Kultivierung von Zellen des Respirationstraktes an einer 
Luft/-Flussigkeitsgrenzschicht (Air-Liquid) nicht durchfuhren, 
selbst wenn man porose Membranen verwendet, die von 

2 5 verschiedenen Firmen als sogenannte Transwellsysteme angeboten 

werden . 

Durch die vorliegende Erfindung soil eine Kulturvorrichtung 
gemafi dem Oberbegriff des Anspruches 1 so weitergebildet 

3 0 werden, dafi sie eine Vielzahl unterschiedlicher Kultur- und 

Expos it ionsbedingungen ennogl icht . 

Diese Aufgabe ist erf indungsgemafi gelost durch ein 
Kulturvorrichtung mit den in Anspruch 1 angegebenen Merkmalen. 
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Bei der erf indungsgemaBen Kulturvorrichtung kann man die Hone 
des Pegels des Kulturmediums im Inneren des Kulturgef afies 
einstellen, insbesondere so, daB sie iiber der Oberseite der 
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Zellkulturinsert-Membran liegt (Submersionskultur ) oder 
gerade noch die Membran kontaktiert (oder etwas innerhalb 
derselben liegt) , wodurch man eine basale, von unten 
erf olgende Nahrstof f versorgung hat . 

5 

Das Umstellen von submerser Kultur auf basale Kultur kann mit 
der erf indungsgemaften Kulturvorrichtung einfach durch 
Ansteuerung der Versorgungseinrichtung erfolgen, welche 
vorgegebene Mengen an Kulturmedium dem KulturgefaS zufuhrt 
10 bzw. von diesem abf iihrt , bis das Ausgangssignal des 
Pegelfiihlers einem jeweils eingestellten Pegelsollwert 
entspricht . 

i 

Diese Einstellbarkeit des Pegels des Kulturmediums im 
15 Kulturbehalter la£t sich sehr prazise und einfach ohne 
Ablesen von Marken Oder dergleichen leicht bewerkstelligen. 
Die zur Schaffung der unterschiedlichen Kulturbedingungen 
notwendigen apparativen Teile sind einfach und nicht teuer. 

2 0 Vorteilhaf te Weiterbildungen der Erfindung sind in den 
Unteranspriichen angegeben. 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemaS Anspruch 2 wird 
erreicht, date der Unterschied zwischen submerser und basaler 
^25 Ernahrung sehr scharf einstellbar ist. Die verschiedenen 
Bereiche einer vom Zellkulturinsert getragenen Zellkultur 
wachsen unter exakt den gleichen Bedingungen. 

Bei einer Kulturvorrichtung gemaS Anspruch 3 kann man das in 
30 den einzelnen Kulturbehaltern befindliche Kulturmedium 
wahrend der Wachstumsphase analysieren und aus der 
Zusammensetzung des Kulturmediums Ruckschlusse auf das 
Wachsen der Zellkulturen iiber deren Stof f wechselprodukte 
schliefien . 
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Bei einer Kulturvorrichtung gemaS Anspruch 4 kann man eine 
groSere Anzahl von Zellkulturen unter exakt gleichen 
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Bedingungen zuchten. Auch der apparative Aufbau einer 
derartigen Kulturvorrichtung fur eine groSe Anzahl von 
Zellkulturen ist einfach. Die Kulturvorrichtung benotigt auch 
nur wenig Platz. 

5 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemaS Anspruch 5 wird 
erreicht , dafi fiir die verschiedenen Kulturbehalter nur ein 
einziger Pegelfiihler zur Pegelregelung benotigt wird. 

10 Die Weiterbildung der Erfindung gemaS Anspruch 6 ermoglicht 
es, den Pegel innerhalb der Kulturbehalter auf einfache Weise 
von aufien f estzustellen . Die Behalter konnen somit eine 
i glatte Oberflache aufweisen und sind frei von Einbauten, 
welche das Reinigen beeintrachtigen wiirden. Auch konnen die 

15 Kulturbehalter so einfach bei hohen Temperaturen sterilisiert 
werden . 

Die Weiterbildung der Erfindung gemaS Anspruch 7 ermoglicht 
es, auch manuell den Sollpegel fur das Kulturmedium 
20 einzustellen . 

Gema.15 Anspruch 8 ist es moglich, die Einstellung des 
Sollpegels auf einfache Weise elektrisch vorzunehmen . Der 
Pegelfiihler selbst mifit uber einen groSeren Hdhenbereich des 
2 5 Kulturbehalters , und die Pegelvorgabe erfolgt durch 
^ Einstellung des Pegelsollwertsignales . 

Verwendet man zur Pegeldetektion gemafi Anspruch 9 
Lichtschranken, insbesondere eine Gabellichtschranke , so kann 
30 man Komponenten verwenden, die zu giinstigen Preisen als 
Standardbauteile vorliegen. 

Die Weiterbildung ' der Erfindung gemaS Anspruch 10 ist im 
Hinblick auf eine 1 nochmalige VergroSerung der Anzahl 
35 gemeinsam durchf iihrbarer Zellkulturen von Vorteil. Der 
apparative Aufwand fiir eine derartige Mult i -Kulturvorrichtung 
ist klein. Diese besteht aus Standardbauteilen (Modulen) , die 
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in Grofiserie angefertigt werden konnen . 

Die Weiterbildung der Erfindung gemafi Anspruch 11 ermoglicht, 
falls gewunscht , auch ein riickstandsf reies Abfuhren des 
5 Kulturmediums gleichermafien von alien Modulen der 
Kulturvorrichtung . 

Mit einer Kulturvorrichtung gemafi Anspruch 12 kann man in den 
verschiedenen Modulen unterschiedliche Zellkulturen ziichten, 
10 hat aber trotz-dem die Moglichkeit, den Fortschritt des 
Wachstums iiber die Stof f wechselprodukte fur die verschiedenen 
Kulturen (die verschiedenen Module) getrennt zu untersuchen. 

P 

Die Weiterbildung der Erfindung gemafi Anspruch 13 ist im 
15 Hinblick auf gleiche Temperierung der verschiedenen Kulturen 
von Vorteil. 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemafi Anspruch 14 wird 
ohne Verwendung von Riihrern gewahrleistet , dafi sich innerhalb 
2 0 der einzelnen Temperierbehalter keine Temperaturgradienten 
ausbilden . 

Bei einer Kulturvorrichtung gemafi Anspruch 15 ist die 
Verbindung zwischen den einzelnen Modulen der 
Kulturvorrichtung besonders einfach. Eine derartige 
Modulanordnung kann auch auf einfache Weise erweitert werden. 

Bei einer Kulturvorrichtung gemafi Anspruch 16 ist der 
Innenraum der Kulturbehalter von der Umgebungsatmosphare 
30 getrennt. 

Bei einer solchen Kulturvorrichtung kann man dann gemafi 
Anspruch 17 den Innenraum des AuSengehauses auch mit einem 
anderen gasformigen Medium fiillen und dessen Einflufi auf das 
35 Wachstum der Kulturen untersuchen. 



Die Weiterbildung der Erfindung gemafi Anspruch 18 ist im 
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Hinblick auf das Schaffen einwandf reier keimfreier 
Ausgangsbedingungen fur die Zellkulturen von Vorteil. 
Verwendet man dabei als sterilisierbares Material Glas, so 
hat man auch einen guten Blickkontakt zu den Zellkulturen. 
5 Auch im Hinblick auf ein unerwiinschtes Inldsunggehen des 
Materials - der Kulturbehalter ist Glas als Material 
vorteilhaft. 

Bei einer Kulturvorrichtung gemaS Anspruch 19 erfolgt sowohl 
10 das Zufiihren als auch das Abfiihren von Kulturmedium 
zwangsweise durch eine bidirektional arbeitende 

r : ^i Pumpenanordnung . Diese ist im Hinblick auf ein rasches 

W Erreichen der Sollpegelwerte , also das Vermeiden von 

Regelschwingungen, von Vorteil. 

15 

Bei einer Kulturvorrichtung gemaS Anspruch 2 0 kann man die 
Kulturen gezielt Reizen aussetzen, aus denen sich eine 
Anderung der Wachstumsbedingungen ergibt . AuSerdem kann man 
so die Kulturen gezielt Stoffen aussetzen, die sich nicht in 
2 0 der fliissigen Phase der Nahrmedien befinden, wie gasformigen 
Stoffen oder nicht in der fliissigen Phase dispergierbaren 
festen Stoffen. 



Bei einer Kulturvorrichtung gemaS Anspruch 21 wechseln sich 




. 25 submerse Ernahrung und basale Ernahrung periodisch ab. 



Mit einer Weiterbildung der vorliegenden Erfindung wird die 
Kulturvorrichtung iiber ein Programm gesteuert . Dieses 
Programm ist insbesondere unter Betriebssystemen MS-DOS 
30 lauffahig. 

Das Programm ist dazu geeignet, alle Funktionen des 
Pumpsystems zu steuern. Typischerweise ist das Pumpsystem 
\iber eine serielle Schnittstelle an den Computer 
35 angeschlossen . Dariiber hinaus detektiert und verarbeitet das 
Programm das Ausgangssignal der Photozelle. In einer 
besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird der Versuchsablauf 
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protokolliert . 

Nachstehend wird die Erfindung anhand von 

Ausf uhrungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Zeichnung 
5 naher erlautert . In dieser zeigen: 

Fig. 1: eine schematische Ansicht einer einfachen, nur 
einen Kulturbehalter umfassenden erf indungsgemaSen 
Kulturvorrichtung mit steuerbarer Pegelhohe des 
1 0 Kul tur.mediums ; 

Fig. 2: eine ahnliche Ansicht wie Fig. 1, in welcher eine 
abgewandelte Kulturvorrichtung wiedergegeben ist; 
\ Fig. 3: eine Aufsicht auf eine weiter abgewandelte 

Kulturvorrichtung, welche eine Mehrzahl parallel 
15 nebeneinander gestellter Kulturmodule aufweist, die 

ihrerseits jeweils eine Mehrzahl von 

Kulturbehaltern aufweisen; 
Fig. 4: einen Langsschnitt durch einen der Kulturmoduie^der 
Kulturvorrichtung nach Fig. 3; 
20 Fig. 5: einen abgewinkelten transversalen Schnitt durch den 

Kulturmodul nach Fig . 4 langs der dortigen 
Schnittlinie V-V; 
Fig. 6: einen longitudinalen Schnitt durch die 

Kulturvorrichtung nach Fig. 3; 
25 Fig. 7: einen transversalen Schnitt durch die 

Kulturvorrichtung nach Fig. 3 langs der dortigen 
Schnittlinie IV- IV; und 
Fig. 8: ein Blockschaltbild einer Pegelhohensteuerung, die 
in Verbindung mit den Kulturvorrichtungen nach den 
30 Fig. 1 bis 6 Verwendung findet. 

In Fig. 1 ist mit 10 insgesamt eine Kultureinheit bezeichnet . 
Die Kultureinheit 10 umfaSt einen Kulturbehalter 12, welcher 
grob gesprochen die Form einer auf den Kopf gestellten 
35 Flasche aufweist, wobei im Flaschenboden eine kreisf ormige 
Offnung 14 vorgesehen ist. 
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Im Inneren des Kulturbehalters 12 ist ein Zellkulturinsert 15 
angebracht, das aus einem porosen Kunststoff material 
hergestellt ist, zum Beispiel aus Polyethylenterephthalat . 
Das Zellkulturinsert 15 stellt eine f lussigkeitsdurchlassige 
5 Tragstruktur fur eine Membran 16 dar, die je nach Erfordernis 
der zu . kultivierenden Zellen aus unterschiedlichen 
Kunststoff materialien hergestellt sein kann, z.B. ebenfalls 
Polyethylenterephthalat- Die Membran 16 tragt, wie in der 
AusschnittsvergroSerung von Fig. 1 dargestellt, eine 
10 Zellkultur 18. 

Der Kulturbehalter 12 ist von einer Halteeinrichtung 20 
\ getragen, die in Fig. 1 nur schematisch angedeutet ist. 

15 Der unten liegende Anschlufi 22 des Kulturbehalters 12 steht 
uber einen Schlauch 23 mit dem einen ArbeitsanschluS einer 
bidirektionalen Pumpe 24 in Verbindung, welche in der Praxis 
eine Peristaltikpumpe sein kann. Der andere AnschluS der 
Pumpe 24 steht liber einen Schlauch 26 mit dem Inneren eines 

20 Vorratsbehalters 2 8 in Verbindung, der eine Kulturf liissigkeit 
30 enthalt . Diese enthalt diejenigen Nahrstoffe, die der 
Zellkultur 18 fur das Wachsen zur Verfiigung gestellt werden 
sollen . 

v 2 5 Die beiden Steuereinklemmen der Pumpe 24 sind uber 
Leistungsverstarker 32, 34 mit den Ausgangen eines 
Betriebskreises 36 verbunden. Der Betriebskreis 36 erzeugt 
abhangig vom Ausgangs signal eines kontinuierlich arbeitenden 
Pegelfuhlers 38, der als an der AuSenflache des 

30 Kulturbehalters 12 angebrachter Fuhler dargestellt ist (aber 
gegebenenf alls auch an der Innenflache des Kulturbehalters 12 
angebracht sein kann) und in der Praxis ein optischer Fuhler 
sein kann, und in Abhangigkeit von einem Sollwertgeber 40, 
der als einstellbarer Widerstand wiedergegeben ist, am einen, 

35 am anderen oder keinem seiner Ausgange ein Signal, urn die 
Pumpe 24 zu veranlassen, dem Inneren des Kulturbehalters 12 
aus dem Vorratsbehalter 28 zusatzliche Kulturf liissigkeit 
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zuzufiihren oder Kulturf liissigkeit aus dem Inneren des 
Kulturbehalters 12 in den Vorratsbehalter 28 zuriickzuleiten . 

Der Sollwertgeber 4 0 kann von einer Programmsteuerung 42 her 
eingestellt werden, wie in Fig. 1 durch eine gestrichelte 
Linie angedeutet . 

Die Programmsteuerung 4 2 schaltet beim hier betrachteten 
Ausf uhrungsbeispiel den Sollwertgeber 40 zwischen zwei 
Stellungen urn. - Die eine Stellung des Sollwertgebers 4 0 
entspricht einer Pegelhohe der Kulturf liissigkeit 30 im 
Inneren des Kulturbehalters 12 , wie er in der Zeichnung 
angegeben ist : die Kulturf liissigkeit 3 0 beriihrt gerade die 
Unterseite des Zellkuturinserts 15. Unter diesen Bedingungen 
wird der Zellkultur 18 nur von unten Kulturf liissigkeit 
zugefiihrt (basale Ernahrung) . 

Der zweite von der Programmsteuerung 4 2 eingestellte 
Pegelsollwert entspricht einer Pegellage, wie sie in Fig. 1 
durch die gestrichelte Linie 44 angedeutet ist. In dieser 
Stellung liegt der Flussigkeitspegel iiber den Spitzen der 
Zellkultur 18; diese wird somit submers ernahrt . 

Das in Fig. 2 gezeigte Ausf uhrungsbeispiel entspricht 
weitgehend demjenigen nach Fig. 1, entsprechende Komponenten 
sind wieder mit denselben Bezugszahlen versehen und werden 
nachstehend nicht nochmals detailliert erlautert . 

Anstelle der bidirektional arbeitenden Pumpe 24 ist eine 
unidirektional arbeitende Forderpumpe 24 1 vorgesehen, die 
iiber ein Riickschlagventil 4 6 mit dem AnschluS 22 des 
Kulturbehalters 12 verbunden ist. Letztere ist ferner iiber 
ein 2/2 -Magnetventil 48 mit einer AuslaSleitung 50 verbunden. 
Das Magnetventil 48 ist federnd in die Schliefistellung 
vorgespannt und kann durch Aktivierung seines Magnet en in die 
DurchlaSstellung gebracht werden. Der Magnet des 
Magnetventiles 48 und die Pumpe 24 ' sind wieder iiber die 
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Leistungsverstarker 32 , 34 mit dem Betriebskreis 36 
verbunden, wie oben beschrieben, welcher einen Regelkreis 
bildet. 

5 Die Figuren 3 bis 7 zeigen eine Kulturvorrichtung, mit 
welcher eine groSere Anzahl von Zellkulturen gleichzeitig 
durchgefuhrt werden kann. 

Die in den Figuren 3 bis 7 gezeigte Kulturvorrichtung hat ein 
10 dicht verschlieSbares Aufiengehause 52, welches aus einem 
unteren kastenf ormigen, aus Platten zusammengesetzten 
^ Gehauseteil 54 und einem dicht auf diesem aufsetzbaren Deckel 

^£ 56 besteht, aus welchem sich senkrecht nach unten entlang der 
Lineien 55-1, 55-2 und 55-3 drei Glasstege 57 bis zum oberen 
15 Rand der Kulturbehalter 12 erstrecken, urn darin angebrachte 
Zellkulturinserte 122 zu fixieren. 

Im Inneren des AuSengehauses 52 sind vier Kulturmodule 58-1, 
58-2, 58-3 und 58-4 angeordnet . Soweit nachstehend keine 
20 Unterscheidung der Kulturenmodule notwendig ist, wird auf 
diese mit dem Bezugszeichen 5 8 Bezug genommen. 

Jeder der Kulturmodule 58 umfafit ein insgesamt mit 6 0 
bezeichnetes Temperiergehause , welches dicht ist und aus 
/ 25 verschiedenen Platten zusammengef iigt ist. Im Inneren eines 
Kulturgehauses 60 sind jeweils drei Kultureinheiten 10 
angeordnet, wie aus der Zeichnung ersichtlich. Die Anschlusse 
22 der verschiedenen Kulturbehalter 12 dieser Kultureinheiten 
sind mit einer gemeinsamen Versorgungsleitung 6 0 verbunden. 

30 

Die Versorgungsleitungen 62 der verschiedenen Kulturmodule 58 
sind jeweils uber einen nur schematisch wiedergegebenen 
Schlauch 64 aus Silicon mit einem zugeordneten AuslaSstut zen 
66 eines Kulturmediumverteilers 68 verbunden. Der 
35 Kulturmediumverteiler 68 steht mit einem Zuf iihrstutzen 70 fur 
Kulturmedium in Verbindung, der ahnlich wie beim 
Ausf uhrungsbeispiel nach Fig. 1 oder 2 mit dem Auslafi einer 



* 
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Kulturmedium-Pumpe 24 bzw. 24* uber einen nicht dargestellten 
Silicon-Schlauch verbunden ist. 

Die Versorgungsleitungen 62 haben jeweils bei ihrem auSerhalb 
5 des zugeordneten Temperiergehauses 60 liegenden AnschluSende 
einen Abzweig 72, der uber einen Silicon-Schlauch 74 mit 
einem zugeordneten Entnahmestutzen 76 des AuSengehauses 52 
verbunden ist. Auf diese Weise laSt sich zu Testzwecken 
Kulturf liissigkeit 3 0 aus den verschiedenen Modulen 58 
10 getrennt abziehen. 

^ Die Kulturbehalter 12 eines Kulturmoduls 58 sind 

yfr gleichermafcen von dem uber einen Temper iermedium- 

Anschlufistutzen 78. zugefiihrten Temper iermedium (z.B. 
15 temperiertes Wasser) umstromt . Das Abfiihren des zugefiihrten 
Temperiermediums erfolgt durch einen Uberlauf 80, der in der 
Nachbarschaf t der dem AnschluSstutzen 78 diametral 
gegeniiberliegenden Ecke des Temperiergehauses 60 vorgesehen 
ist . 

20 

Der Uberlauf 8 0 steht uber ein winkelf ormiges Rohrstiick 82 
mit einem AuslaSstutzen 84 des Temperiergehauses 60 in 
Verbindung. Der AuslaSstutzen 84 eines Kulturmoduls 58 ist 
jeweils mit dem Anschlufistutzen 78 des parallel daneben 
? _,-2 5 stehenden nachsten Kulturmoduls 58 verbunden, z.B. durch 
1 einen Schlauch 86. Auf diese Weise sind die Temperiergehause 

6 0 nacheinander vom gleichen Temperiermedium durchstromt . 

Der erste AnschluSstutzen 72 steht mit einem 
30 Temperierf lussigkeits-Speisestutzen 88 in Verbindung, der vom 
AuSengehause 52 getragen ist. Der AuslaSstutzen 84-1 eines 
Moduls steht {iber einen Schlauch 86 mit dem Anschlufistutzen 
des folgenden Moduls in Verbindung. Der letzte AuslaSstut zen 
84-2 der Modulanordnung steht uber einen Schlauch 90 und ein 
35 Rohrstiick 92 mit einem Temperiermedium-AuslaSstut zen 94 in 
Verbindung . 



Wie aus der Zeichnung ersichtlich, steht mit dem Ende der 
Versorgungsleitung 62 ein Steigrohr 96 in 

Stromungsverbindung. Dieses steht senkrecht auf der 
Zeichenebene von Fig. 3, wie besonders gut aus Fig. 7 
ersichtlich . 

Aus Fig. 7 ist ferner gut ersichtlich, dafi der 
Kulturmediumverteiler 68 in Frontansicht die Form eines weit 
geoffneten "V" aufweist, wobei der Zuf iihrstutzen 70, der 
zugleich auch zum Abziehen uberschussiger Kulturf liissigkeit 
dient, bei der tiefsten Stelle des Kulturmediumverteilers 68 
vorgesehen ist . 

Die beiden Arme einer insgesamt mit 98 bezeichneten 
Gabellichtschranke iibergreifen die AuSenwand des Steigrohres 
96. Die Gabellichtschranke 98 ist in vertikaler Richtung 
einstellbar von einem Trager 100 getragen, der sich parallel 
zu einer der Au&enplatten des AuSengehauses 52 in vertikaler 
Richtung erstreckt . 

In den Armen der Gabellichtschranke 98 finden in ublicher 
Weise eine IR-Lichtquelle 102 (vgl . Fig. 8) in Form einer IR- 
Diode bzw. ein IR-Detektor 104 in Form eines IR-empf indlichen 
Phototransistors Verwendung. Liegt der Fliissigkeitspegel im 
Steigrohr 96, der dem Fliissigkeitspegel der exakt horizontal 
ausgef luchteten verschiedenen Kulturbehalter 12 entspricht, 
unterhalb der oben beschriebenen IR-Lichtschranke , erhalt der 
Phototransistor 104 Strom und steuert durch. Ist die 
Flussigkeitssaule im Steigrohr 96 bis in Hone der Achse der 
durch die IR-Lichtquelle 102 und des IR-Detektors 104 
gebildeten Lichtschranke angestiegen, verschwindet das 
Ausgangssignal des Phototransistors. Dies wird von einem 
Dif f erenzverstarker 106 erkannt , der an seinem Seiteneingang 
das Ausgangssignal eines wieder als einstellbarer Widerstand 
gezeigten Sollwertgebers 108 erhalt. 



Durch das Ausgangssignal des Dif f erenzverstarkers wird iiber 
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einen Schalttransistor 110 die Relaisspule 112 eines 
insgesamt mit 114 bezeichneten Reed-Relais 114 aktiviert. 
Hierdurch wird der Reed-Kontakt 116 geschlossen, der ein 
potentialf reier Kontakt ist und zum Beispiel das Arbeiten der 
5 Pumpe 24 in Richtung eines Zufiihrens weiterer 
Kulturf lussigkeit 30 steuert. 

Bei einer Einf achausf iihrung der Kulturvorrichtung erfolgt das 
Urns te lien von submerser Ernahrung auf basale Ernahrung zum 

10 Beispiel dadurch, daS man die Gabellichtschranke 98 
entsprechend weit nach unten verschiebt, dann die 
uberschussige Kulturf lussigkeit durch manuelles Entleeren auf 
eine deutlich unter dem fur basale Ernahrung gewunschten 
Pegel liegenden Pegel absenkt und dann den Fliissigkeitspegel 

15 unter Steuerung durch das Ausgangssignal der 

Gabellichtschranke 98, die nun verstellt ist, auf das Niveau 
fur basale Ernahrung ansteigen la£t . 

Fur eine automatische Umschaltung zwischen diesen beiden 
20 Ernahrungsvarianten wird vorzugsweise aber eine zweite 
Gabellichtschranke vorgesehen, die fest auf dem Niveau fur 
basale Ernahrung eingestellt wird. Fur diese zweite 
Gabellichtschranke ist dann eine zweite Regelstrecke 
vorgesehen, die derjenigen nach Fig. 8 entspricht, mit dem 
-2 5 Unterschied, da£ der Reed-Kontakt 116 dann das Abfiihren von 
Kulturf lussigkeit steuert, also das Arbeiten einer 
bidirektionalen Pumpe im Sinne eines Abfiihrens von 
Kulturf lussigkeit . 

30 Die verschiedenen mechanischen Komponenten der oben 
beschriebenen Kulturvorrichtung sind, soweit sie starre 
Komponenten sind, vorzugsweise aus Glas ausgefiihrt. Diese 
Komponenten konnen somit bei Temperaturen von 120°C 
problemlos sterilisiert werden und konnen vor dem Durchfuhren 

35 von Versuchen in einen einwandf reien keimfreien 
Ausgangszustand vesetzt werden. Die verschiedenen oben 
beschriebenen Schlauchverbindungen bestehen vorzugsweise aus 
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Silicon-Schlauchmaterial, welches ebenfalls bei 120°C 
problemlos sterilisierbar ist. 

Wie oben dargestellt, wird zur Einregelung des Pegels der 
5 Kulturf liissigkeit in den verschiedenen Kulturbehaltern 12 nur 
ein einziger Pegelfiihler verwendet . Aus diesem Grunde ist es 
notwendig, die verschiedenen Kulturbehalter 12 alle exakt 
auszuf luchten, derart, dafi die Flachen, auf denen die 
Zellkulturen wachsen, in einer gemeinsamen horizontalen Ebene 
10 liegen. Fur eine Zwangspositionierung der verschiedenen 
Kulturmodule und fur ein Verrasten der Kulturmodule im 
AuSengehause sind zwei Positionierleisten 118 und 120 
vorgesehen, die mit den Vorderkanten bzw. Hinterkanten der 
unteren Platten der Temper iergehause 60 zusammenarbeiten . 

15 

Bei den Prinzipdarstellungen in den Figuren 1 und 2 waren die 
Zellkulturinserte 15 schematisch als eingebaute Substrate- 
dargestellt. In der Praxis handelt es sich bei den 
Zellkulturinserten 15 nicht urn fest in die Kulturbehalter 12 
20 eingebaute Komponenten, vielmehr um aus diesen entnehmbare. 
Teile. Kommerzielle Zellkulturinserte haben, wie in Fig. 4. 
bei 122 fur einen der Kulturbehalter 12 angedeutet, die Form 
eines zylindrischen Bechers mit einer ebenen Bodenwand 124 
und einer zylindrischen Umfangswand 126 . Durch Einsetzen der 
2 5 Zellkulturinserte 122 in die Kulturbehalter 12 und Fixierung 
mittels der Glasstege 57 ist gewahrleistet , daS die 
verschiedenen Bodenwande 124 in einer gemeinsamen 
horizontalen Ebene liegen. Die Zellkulturinserte 122 sind 
insgesamt aus einem porosen Kunststoff material hergestellt, 
30 wie auch die Zellkulturinserte 15 der Figuren 1 und 2. 

Wie oben dargestellt, kann man bei der beschriebenen 
Kulturvorrichtung sehr einfach von submerser auf basale 
Ernahrung der Zellkulturen umstellen. Durch Anderung der 
35 Temperatur der zugefiihrten Temperierf liissigkeit kann man eine 
weitere Variation der Wachstumsbedingungen vornehmen. 
SchlieSlich kann man dadurch, daS man dem Inneren des 
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AuSengehauses 52 uber eine Leitung 128 gasformige Substanzen 
zufuhrt, die Zellkulturen vorgegebenen schadigenden oder 
therapeutischen Bedingungen aussetzen. Auf die gleiche Weise 
kann auch eine Exposition mit Aerosolen erfolgen. 

5 

Analog zur direkten Behandlung mit Gasen und/oder Aerosolen 
lassen sich auch partikulare Wirkstoffe unmittelbar mit den 
Zellkulturen in Kontakt bringen. Hierzu werden die Partikel, 
deren Auswirkung untersucht werden soil, auf die Zellkulturen 

10 aufgestaubt. Stimmt man die Dichten der Partikel und der 
Kulturf lussigkeit so aufeinander ab, dafi die Partikel 
leichter sind als die Kulturf lussigkeit , so werden die 
Partikel mit dem Anheben des Pegels der Kulturf lussigkeit von 
der Zellkultur abgehoben. 1st die Kulturf lussigkeit dagegen 

15 abgesenkt (basale Ernahrung) , stehen die Partikel in Kontakt 
mit der Zellkultur. Derartige geeignete Partikel sind sehr 
feine Staube, z.B. Holzstaub oder auch hydrophobe Partikel, 
welche sich in Suspension nur unzureichend oder gar nicht 
absetzen . 

20 

Diese verschiedenen Moglichkeiten der Zellkultur werden bei 
einfachem apparativen Aufbau der Kulturvorrichtung erhalten. 



r~Die oben beschriebenen Kulturvorrichtungen eignen sich gut 

■ *" 

2 5/ fiir den universellen Einsatz kauflicher Zellkulturinserte. 
Die modulare Bauweise der Vorrichtung erlaubt auch eine 
problemlose Adaptation der Kulturbehalter ("Wells") an 
spezifische Insertgrofien. 

30 Die Durchfuhrung der Versuche ist sehr flexibel, pro Modul 
konnen drei parallele Versuchsansatze gefahren werden. Unter 
Einsatz aller Module der Kulturvorrichtung nach den Figuren 3 
bis 7 konnen vier mal drei jeweils parallele Versuchsansatze 
gefahren werden. Dies erlaubt es zum Beispiel, zellulare 

35 Reaktionen in Abhangigkeit von Konzentration und/oder Zeit zu 
ermitteln . 
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Verschiedene spezielle zellbiologische Fragestellungen, die 
mit einer erf indungsgemafcen Kulturvorrichtung gelost werden 
konnen, sind zum Beispiel : 

5 i. Behandlung von Zellen mit z.B. Gasen, Aerosolen oder 
Stauben unmittelbar an der Luf t - /Flussigkeitsgrenz- 
schicht . 

2. Zellulare Interakt ionen durch Cokult ivierung 
10 verschiedener Zelltypen, z.B. von Epithelzellen und 

Fibroplasten . 

3 . Anhef tungsverhalten von Zellen in einem System, das 
pulsierend mit Kulturf lussigkeit versorgt wird. 

15 

4 . Dif f erenzierung der Zellen von Kulturen bei basaler 
Kulturf lussigkeitsversorgung (Polarisierung) . 

5. Untersuchung zilientragender Zellen bei basaler und/oder 
20 intermittierender Versorgung mit Kulturf lussigkeit . 

6. Kontinuierliche Analyse von Zellausscheidungsprodukten 
^ wahrend der Versuche . 



7. 




Intermittierende Zugabe von wachstumsstimulierenden und 
wachstumsinhibierenden Wirkstoffen ohne Unterbrechung 
der Kulturf iihrung . 

8 . Intermittierende Zugabe von den unter 6 . genannten 
30 Stoffen wahrend der Exposition von Zellen mit Wirk- oder 

Schadstof f en. 

In den Figuren 3 bis 7 wurde eine Kulturvorrichtung gezeigt, 
die eine eigene Temperiereinrichtung hat. Sie kann jedoch, 
35 ebenso wie Kulturvorrichtungen ohne Temperiereinrichtung, wie 
sie in den Figuren 1 und 2 gezeigt sind, zur Temperierung 
einfach in einen Temperierschrank gestellt werden. 



Die Vorbereitung der Kulturvorrichtung fur einen Versuch 
verlauft im einzelnen f olgendermaSen : 

Die Kulturvorrichtung wird in zusammengebautem Zustand, 
jedoch ohne Zellkulturinserte , Versorgungseinrichtung und 
Pegelfiihler, bei 120°C im Autoklaven fur 30 Minuten 
autoklaviert , ebenso sonstige benotigte Materialien, wie 
Pumpenschlauche, Pinzetten zum Einsetzen der 

Zellkulturinserte, Flaschen zur Aufnahme des Kulturmediums 
usw. Nach dem Autoklavieren wird der Pegelfiihler in einer 
Reinraumwerkbank montiert. Danach erfolgt der AnschluS des 
Mediumsschlauches an die Pumpe und die Einstellung der 
Pumpengeschwindigkeit fur die vorgesehenen 

Versuchsbedingungen. Vor dem Einsetzen der Zellkulturinserte, 
die einzeln verpackt und steril vom Hersteller geliefert 
werden, wird die Kulturvorrichtung einmal mit dem Zelltyp- 
spezifischen Kulturmedium gefiillt und wieder entleert 
(gespiilt) , wonach das dabei verwendete Medium verworfen wird. 
AnschlieEend wird die gesamte Kulturvorrichtung bis unterhalb 
der KulturgefaSe mit dem Zelltyp- spezif ischen Medium gefiillt, 
und die vorbereiteten Zellkulturinserte werden in der 
Reinraumwerkbank mittels einer Pinzette eingesetzt. 
Anschliefiend wird das gewahlte Programm zur Pumpensteuerung 
-gestartet, und die Kulturvorrichtung wird gegebenenf alls in 
den Temperierschrank iiberf iihrt . 

Das Programm kontrolliert einen Zyklus, der aus den Schritten 
(1) Vorpumpen und Kulturzeit und (2) Riickpumpen und Warten 
besteht . 

Nach Initialisierung fiihrt die Pumpe ihre Vorpump - Funk t ion 
eigenstandig durch. Hierzu wird zuvor je nach Zelltyp und 
Kultivierungsart die adaquate Pumpgeschwindigkeit gewahlt . 
Das Programm iiberwacht das Ausgangssignal der Photozelle und 
regelt die Beendigung der Pumpaktivitat , sobald der 
gewiinschte Pegelstand erreicht ist . Typischerweise erfolgt 



die Beendigung der Pumpaktivitat erst nach zwei- oder 
mehrmaliger, vom Programm iiberwachter Signaldetektion. Dies 
erlaubt die Vermeidung der Detektion von Fehlsignalen, die 
bspw. durch Blasenbildung hervorgeruf en werden konnen und bei 
einmaliger Signaldetektion zu einer vorzeitigen und 
unerwimschten Beendigung der Pumpaktivitat fiihren wiirden. Die 
nachfolgende Kulturzeit, ist bevorzugt wahl- und einstellbar. 

Nach Ablauf der Kulturzeit wird der Abpumpvorgang des Mediums 
initialisiert , wobei wiederum die Pumpgeschwindigkeit wahl- 
und einstellbar ist. Aus der gewahlten Abpumpgeschwindigkeit 
und dem Volumen des Mediums ergibt sich die fur den 
Abpumpvorgang erf orderliche Wartezeit . 

Der vorgenannte, vom Programm gesteuerte Zyklus kann einmal, 
zweimal oder mehrmals durchlaufen werden. 

Die Zellkulturinserte konnen jederzeit in der 

Reinraumwerkbank entnommen werden. Dazu wird das 
Computerprogramm angehalten. Falls nur einige Inserte 
entnommen werden, kann das Programm wieder gestartet werden. 

Zur Reinigung wird die geamte Kulturvorrichtung mehrmals mit 

V 

Aqua dest . gespiilt. Die Glasteile lassen sich problemlos auch 
mit*' Alkohol oder anderen Reinigungsmitteln saubern. 

Obenstehend wurde die Erfindung anhand spezieller Pegelfiihler 
beschrieben. Es versteht sich, da£ auch andere Pegelfiihler 
geeignet sind, die die Lage des momentanen Fliissigkeitspegels 
im Kulturbehalter 12 erkennen lassen und ein entsprechendes 
Ausgangssignal bereitstellen . Hierzu gehoren 

schimmergesteuerte Fuhler, nach dem dielektrischen Prinzip 
arbeitende Fuhler, eine Mehrzahl in vertikaler Richtung 
beabstandeter Elektroden aufweisende Fuhler und Infrarot- und 
Ultraschall- Fuhler . 
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Patentanspruche 

1. Kulturvorrichtung, mit mindestens einem Kulturbehalter 
(12), welcher mindestens einen AnschluS (22) zum 
Zufuhren und Abfuhren von Kulturmedium (30) aufweist, 
mit jeweils einem Zellkulturinsert (15; 122) fur jeden 
der Kulturbehalter (12), das im Inneren desselben 
gehalten ist, und mit einer Versorgungseinrichtung (24 
bis 28; 24', 48, 50) zum Zufuhren von Kulturmedium (30) 
zu den Kulturbehaltern (12) bzw. zum Abfuhren von 
Kulturmedium von diesen, dadurch gekennzeichnet , da£ den 
Kulturbehaltern (12) ein auf den Pegel des Kulturmediums 
(30) ansprechender Pegelfuhler (38; 98) zugeordnet ist 
und daS die Versorgungseinrichtung (24 bis 28; 24 ' , 28, 
48, 50) in Abhangigkeit vom Ausgangssignal des 
Pegelfiihlers (38; 98) gesteuert wird. 

2. Kulturvorrichtung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Zellkulturinserte (15; 122) 
jeweils eine horizontale Kulturflache vorgeben . 

3. Kulturvorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet 
durch den einzelnen Kulturbehaltern (12) oder Gruppen 
von Kulturbehaltern (12) zugeordnete Entnahmeleitungen 
(74, 76) . 

4. Kulturvorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS eine Mehrzahl von 
Kulturbehaltern (12) an eine gemeinsame 
Versorgungsleitung (62) derart angeschlossen sind, daS 
die Kulturf lachen der Zellkulturinserte (15; 122) in 
einer gemeinsamen horizontalen Ebene liegen. 

5. Kulturvorrichtung nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Versorgungsleitungen (62) mit 
einem Steigrohr (96) kommunizieren, bei welchem der 
Pegelfuhler (3 8; 98) vorgesehen ist. 



Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , dafi der Pegelfiihler (98) eine 
Gabellichtschranke umf a£t . 

Kulturvorrichtung nach Anspruch 5 oder 6 , dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Pegelfiihler (98) auf dem 
Steigrohr (96) einstellbar ist . 

Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daS der Pegelfiihler (38; 98) ein 
kontinuierlich den Pegel messender Fiihler ist. 

Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daS der Pegelfiihler (38; 98) ein 
bei einem vorgegebenen Pegel ansprechender Pegelschalter 
ist . 

Kulturvorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie mehrere Module (58) 
aufweist, die ihrerseits jeweils eine Mehrzahl von 
Kulturbehaltern (12) umfassen, welche parallel 
ausgerichtet in einem AuSengehause (52) angeordnet sind, 
wobei ein Versorgungsverteiler (68) vorgesehen ist, der 
mit Versorgungsleitungen (62) der einzelnen Module (58) 
verbunden ist . 

Kulturvorrichtung nach Anspruch 10, dadurch 

gekennzeichnet, dafi ein mit der Versorgungseinrichtung 
(24 bis 28; 24', 28, 48, 50) zu verbindender einziger 
AnschluS (70) des Versorgungsverteilers (68) an einer 
tiefsten Stelle desselben liegt . 

Kulturvorrichtung nach Anspruch 10, dadurch 

gekennzeichnet, daS das AuSengehause (52) getrennte 
Anschlusse (76) fur Entnahmeleitungen (74) aufweist, die 
jeweils zu einem der Kulturmodule (58) fiihren. 



20 



Kulturvorrichtung nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet , daS die Kulturbehalter (12) in jeweils 
mindestens einen Kulturbehalter (12) umfassenden Modulen 
(58) angeordnet sind, die jeweils ein die 
Kulturbehalteranordnung umgebendes Temperiergehause (60) 
aufweisen, welches einen Temper iermedium-EinlaS (78) und 
einen Temperiermedium-AuslaS (84) aufweist . 

Kulturvorrichtung nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Temperiermedium-AuslaS (84) mit 
einem im oberen Bereich des Temperiergehauses (60) 
liegenden Uberlauf (80) in Verbindung stent, der 
vorzugsweise dem Temper iermedium-EinlaS (78) diametral 
gegeniiberliegt . 

Kulturvorrichtung nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Temperiergehause (60) der 
verschiedenen Module (58) beziiglich des Temperiermediums 
stromungsmaSig in Reihe geschaltet sind. 

Kulturvorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Kulturbehalter (12) von 
einem dicht verschlieSbaren Aufeengehause (52) umgeben 
sind . 

Kulturvorrichtung nach Anspruch 16, dadurch 

gekennzeichnet, date das AuSengehause (52) mit einem 
AnschluS (128) fur ein gasformiges Medium versehen ist . 

Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie abgesehen von dem 
Pegelfuhler. und Teilen der Versorgungseinrichtung im 
wesentlichen aus einem sterilisierbaren Material, 
insbesondere Glas und Siliconmaterial , besteht . 

Kulturvorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 



dadurch gekennzeichnet , da6 die Versorgungseinrichtung 
(24 bis 28) eine bidirektional arbeitende 

Pumpenanordnung (24) , insbesondere eine Peris taltikpumpe 
auf weist . 

Kulturvorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 19, 
gekennzeichnet durch eine Programmsteuerung . 42, welche 
einen Sollpegelgeber 4 0 zeitabhangig steuert. 

Kulturvorrichtung nach Anspruch 20, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Programmsteuerung 42 den 
Sollpegelwert periodisch zwischen zwei Werten 
umschaltet, von denen der eine einem eine vorgegebene 
Strecke iiber der Oberseite der Kulturflache liegenden 
Fliissigkeitspegel entspricht und der andere einen eine 
vorgegebene Strecke unter der Oberseite der Kulturflache 
liegenden Pegel vorgibt . 

Verfahren zu Kultivierung von Zellen oder 
Gewebekomponenten, dadurch gekennzeichnet, daS der 
Fliissigkeitspegel einer Nahrstof f losung fur die Zellen 
oder Gewebeteile abwechselnd eine vorgegebene Strecke 
iiber der Oberseite einer Kultur der Zellen oder 
Gewebeteilen (submerse Kultivierung) und eine 
vorgegebene Strecke unter der Oberseite der Kultur 
(basale Kultivierung) liegt. 

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daS 
in einem Zeitraum, in dem der Fliissigkeitspegel unter 
der Oberseite der Kultur liegt, die Kultur festen, 
gasformigen oder Aerosol -formigen Substanzen ausgesetzt 
wird. 

Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Lage des Fliissigkeitspegels mit 
Hilfe eines Pegelfiihlers und einer dadurch gesteuerten 
Pumpeneinri cht;ung vorgenommen wird. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, dafi eine zeitliche Einstellung der Lage 
des Flussigkeitspegels mit Hilfe einer Programmsteuerung 
vorgenommen wird. 



ZUSAMMENFASSUNG 



Um in einer einzigen Kulturvorrichtung sowohl eine submerse 
als auch eine basale Ernahrung von Zellkulturen 18 
durchfiihren zu konnen, ist mit dem Kulturbehalter 12 eine 
Kulturf lussigkeits-Versorgungseinrichtung 24 bis 30 

verbunden, die in Abhangigkeit vom Ausgangssignal eines dem 
Kulturbehalter 12 zugeordneten Pegelfiihlers 38 und von einem 
Pegel-Sollwertsignal die Zufuhr und Abfuhr von 
Kulturf liissigkeit steuert . 



(Fig. 1) 
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